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1. TUMORE: definizione 
 
Il tumore o neoplasia è l’insieme di una popolazione di cellule somatiche che ha preso 
origine quasi sempre da una sola cellula dell’organismo che ha subito una serie 
sequenziale di peculiari danni genetici (mutazioni) trasmissibili alla progenie.  
Gli effetti primari provocati dalle mutazioni cancerogene sono i seguenti:  
 acquisizione dell’autonomia moltiplicativa per sopravvenuta incapacità a 
sottostare ai meccanismi regolatori della proliferazione cellulare;  
 riduzione o perdita della capacità differenziativa;  
 riduzione o perdita della possibilità di andare incontro a morte cellulare 
programmata.  
L’aumento progressivo della massa cellulare neoplastica dipende, quindi, 
essenzialmente dal fatto che un maggior numero di cellule tumorali si moltiplica ed 
un minor numero di esse muore con la conseguenza che quelle che sopravvivono 
continuano anch’esse a moltiplicarsi.  
Agli effetti primari si aggiungono da caso a caso numerosi altri effetti consistenti nella 
comparsa di diverse caratteristiche morfologiche e funzionali che dipendono sempre 
da modificazione dell’espressione genica (sovraespressione o silenziamento) causate 
da mutazioni geniche o da piccole delezioni cromosomiche.  
Tutti i vari citotipi presenti nell’organismo possono andare incontro alla 
“trasformazione neoplastica”, quando hanno accumulato nel proprio genoma un certo 
numero di mutazioni a carico di determinati geni. Ciò significa che non esiste un solo 
tipo di tumore ma molti tipi di tumore, non solo perché numerosi sono i citotipi 
presenti nell’organismo ma anche perché da caso a caso possono variare l’intensità e 
la localizzazione del danno genomico. La variabile molteplicità dei siti genomici 
coinvolti nel fenomeno della trasformazione neoplastica spiega perché le cellule 
neoplastiche esibiscono fenotipi diversi[1].  
Nella Figura 1 è riportata la nomenclatura e la suddivisione dei tumori: tra i tumori 
maligni, i carcinomi (neoplasie che traggono origine dagli epiteli) sono più frequenti 
dei sarcomi (costituiti da tessuto connettivo) e delle emoblastosi, probabilmente 
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perché l’epitelio della pelle, delle mucose o degli organi parenchimatosi è più esposto 
ai fattori nocivi dell’ambiente.  
 
 
Figura 1. Nomenclatura e classificazione dei tumori. 
 
I tumori benigni sono costituiti da cellule che mantengono pressoché inalterate le loro 
caratteristiche morfologiche e funzionali in confronto a quelle normali, pur esibendo 
autonomia moltiplicativa in quanto non rispondono ai meccanismi regolatori della 
proliferazione cellulare; sono caratterizzati da un tipo di sviluppo detto espansivo che 
comprime le cellule vicine senza disintegrarle[1]. Sono spesso circoscritti da una 
capsula di tessuto connettivo o da tessuto normale compresso e sono solitamente più 
differenziati di quelli maligni. Producono danni rilevanti solo per compressione od 
ostruzione di importanti strutture anatomiche e una volta asportati non recidivano. I 
tumori maligni sono costituiti da cellule che appaiono morfologicamente e 
funzionalmente diverse da quelle normali. L’atipia morfologica, che è tanto più 
spiccata quanto più è differenziato il tumore, si manifesta con mancanza di uniformità 
nella forma e nelle dimensioni delle cellule (polimorfismo) e degli organuli cellulari, 
in particolare del nucleo che è frequentemente ipercromico e in fase mitotica[1]. I 
tumori maligni differiscono da quelli benigni, tra l’altro, per le seguenti caratteristiche:  
1. non sono incapsulati rispetto ai tessuti circostanti;  
2. il tessuto in crescita irregolare non differisce molto nella forma dal tessuto 
iniziale;  
3. il tessuto cancerogeno cresce in maniera autonoma senza inibizioni (in maniera 
infiltrativa) e con azione distruttiva;  
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4. il tessuto cancerogeno può immettere cellule tumorali nelle vie linfatiche ed 
ematiche; queste cellule si localizzano su altri organi e tessuti provocando 
tumori secondari (metastasi);  
5. sono recidivi cioè si può avere la riformazione del tessuto nel sito d’origine 
dopo l’asportazione chirurgica.   
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2. CAUSE DI INSORGENZA DEI 
TUMORI 
 
Le modalità di insorgenza dei tumori non sono ancora note, infatti la maggior parte 
delle neoplasie degli individui adulti insorge spontaneamente in risposta ad uno 
stimolo sconosciuto. I fattori che vengono identificati come probabile causa delle 
neoplasie umane possono dividersi in:  
 Estrinseci: cioè fattori ambientali (virus, sostanze chimiche, fattori fisici, dieta 
ecc…);  
 Intrinseci: genetici, correlati con l’età o fisiologici.  
L’alterazione di base in una cellula cancerosa consiste in una modifica della struttura 
o dell’espressione di uno o più geni; tutti i cancerogeni chimici, fisici e virali agiscono 
producendo alterazioni della struttura o dell’espressione genica.  
I geni che vengono alterati sono quelli coinvolti nella regolazione del ciclo cellulare:  
 proto-oncogeni: famiglia di geni che codificano per proteine coinvolte nei 
meccanismi fondamentali del ciclo cellulare; quando sono attivati in modo 
sregolato diventano oncogeni (geni, che se attivati, possono causare la 
trasformazione di una cellula normale in una tumorale);  
 anti-oncogeni o geni inibitori tumorali: arrestano il ciclo cellulare (Rb, p-53, NF-
1, BRCA-1, BRCA-2);  
 geni coinvolti nei meccanismi di riparazione del DNA;  
 geni coinvolti nell’indirizzare la cellula verso il processo apoptotico (p-53, blc2);  
 geni coinvolti nei processi di adesione cellulare.  
 
I principali fattori ambientali implicati nella cancerogenesi sono: i virus oncogeni, le 
sostanze chimiche e gli agenti fisici.  
 
2.1 Virus Oncogeni 
L’esistenza di virus erpetici a DNA e di particelle virali a RNA in grado di causare 
tumori è stata dimostrata per molte specie animali (è per esempio il caso della 
leucemia a cellule T del pollo); mentre la capacità dei virus di produrre affezioni 
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analoghe nell’uomo è dibattuta. I virus oncogeni a DNA contengono due tipi di geni: 
quelli per gli eventi precoci (eventuale integrazione e replicazione del DNA virale) e 
quelli per eventi tardivi (sintesi delle proteine virali del capside e per l’assemblamento 
del virione). Nel fenomeno infettivo normale, tutto il ciclo produttivo del virus viene 
completato con la formazione di numerosi virioni, lisi cellulare e liberazione di 
particelle virali; al contrario nella trasformazione neoplastica avvengono solo gli 
eventi precoci quali l’integrazione del DNA nel genoma cellulare e la codificazione di 
proteine che hanno un ruolo determinante nella trasformazione di uno o più geni 
virali. Il meccanismo con cui i prodotti genici dei virus a DNA producono la 
trasformazione tumorale è soprattutto il legame e l’inattivazione delle proteine 
prodotte dai geni soppressori tumorali (p-53 e retinoblastoma); altre volte si può avere 
attivazione di prodotti genici di proto-oncogeni attivatori (polioma virus)[2]. I virus 
oncogeni a RNA (retrovirus) costituiscono un gruppo eterogeneo di virus umani ed 
animali che, tranne per i virus HIV (HIV1 e HIV2), non sono associati ad alcuna 
patologia infettiva; questi producono molti tumori nell’animale (tumore mammario 
nel topo, leucemia e sarcomi), mentre nell’uomo determinano un tipo di leucemia 
acuta a cellule T osservata in Giappone e nei Caraibi, sostenuta principalmente dal 
virus HTLV-I e raramente da un secondo virus HTLV-II. I retrovirus sono costituiti da 
una doppia copia di un filamento di RNA (a singola catena), che durante la 
replicazione virale viene trascritto dalla trascrittasi inversa e integrato nel genoma; in 
questa forma i geni virali rimangono integrati per sempre nel DNA cellulare, 
duplicandosi con esso e rilasciando il virus per gemmazione. I retrovirus possono 
essere suddivisi in 3 classi: a trasformazione lenta, a trasformazione veloce e i virus 
umani HTLV-I e HLTV-II[2].  
 
2.2 Sostanze Chimiche  
I cancerogeni sono sostanze che possono provocare cancro sia nell’uomo che negli 
animali. Si dividono in tre classi principali:  
1. cancerogeni ad azione indiretta o procancerogeni: idrocarburi aromatici policiclici 
(PAH), azocomposti, nitrosocomposti, sostanze naturali, idrocarburi alogenati, 
sostanze varie e farmaci. Queste sostanze devono essere metabolizzate nella cellula a 
cancerogeni; 
2. cancerogeni ad azione diretta: metalli, sostanze spontaneamente alchilanti;  
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3. cancerogeni non genotossici: asbesto, fibrati[3].  
 
2.2.1 Procancerogeni 
Idrocarburi aromatici policiclici (PAH) 
Sono omociclici i derivati del fenantrene, dell’antracene e del pirene; queste molecole 
di base non sono cancerogene, mentre lo sono i loro derivati, i quali sono caratterizzati 
dalla presenza di gruppi metilici o anelli benzenici: benzopirene 1, dibenzoantracene 2 
e 1,4- dimetilfenantrene 3.  
 
                  
    1                                                                         2 
 




                         3 
 
Sono eterociclici i derivati del fluorene, del fluorantrene e dell’acridina; anche queste 
molecole base non sono cancerogene, mentre lo sono i loro derivati, caratterizzati 
dalla presenza di gruppi metilici o anelli benzenici: benzo(j)fluorantrene 4 e 
benzo(k)fluorantrene 5.   
 
                          
 4                  5 
Sono sostanze insolubili in acqua e solubili nei lipidi, passano facilmente attraverso le 
membrane cellulari. Si trovano nel fumo di sigaretta, nei derivati del petrolio in 
seguito a combustione, negli scarichi delle automobili, nel fumo prodotto dagli 
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impianti di riscaldamento a gasolio o a carbone, nei fumi delle industrie, nel catrame, 
nella fuliggine, nella combustione di materie organiche. Si possono formare per un 
processo di pirosintesi ad alte temperature (600-900 °C) e danno origine a tumori che 
possono essere di tipo:  
 Professionale;  
 Individuale;  
 Ambientale.  
Nell’uomo i tumori indotti da queste sostanze si sviluppano a carico della cute, 
dell’apparato respiratorio e dell’apparato gastro-enterico. I PAH sono procancerogeni 
e diventano cancerogeni se le cellule sono in grado di metabolizzarli; il composto 
attivo è un epossido, il quale essendo molto instabile tende ad unirsi con grosse 
molecole nucleofile come il DNA, le proteine e i lipidi[3].  
 
Amine aromatiche  
Sono derivati dell’anilina e del diamino-difenil-metano, che non sono cancerogeni. Tra 
i derivati dell’anilina ricordiamo la 2-naftilamina 6 e la benzidina 7; tra i derivati del 
diamino-difenil-metano ricordiamo dei coloranti, come il verde Magenta 8 e un 
catalizzatore dei processi di polimerizzazione, utilizzato nelle industrie di materie 
plastiche, il 3-3- dicloro-diamino-difenil-metano (MOCA) 9. A differenza degli 
idrocarburi policiclici le amine aromatiche non agiscono nel punto d’ingresso 
dell’organismo ma soprattutto nelle vie di eliminazione producendo carcinomi della 
vescica. Queste richiedono un lungo tempo d’azione (fino a 20 anni), sono precedute 
da manifestazioni precancerose (papillomatosi vescicale) e per agire devono prima 
















   8           9 
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Azocomposti 
Gli azocomposti sono dei coloranti per i quali è stata dimostrata la cancerogenicità 
sugli animali. Tra questi abbiamo il rosso scarlatto 10, che contiene la molecola 










 10      11 
Danno tumori al fegato, dove sono metabolizzati a composti attivi con l’introduzione 
di un gruppo ossidrilico e con la coniugazione con acido solforico.  
 
Nitrosocomposti 
Si dividono in:  
 nitrosamine 12 e 13;  
 dinitrosamine 14;  
 nitrosamidi 15.  
 
Sono composti solubili in acqua e quindi diffondono facilmente attraverso i liquidi 
biologici dando tumori a quasi tutti gli organi.  
 
   





R=R'= CH3 dimetilnitrosamina 12        nitrosopiperazina 14 
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Aflatossine  
Sono sostanze prodotte dal fungo Aspergillus flavus che contamina le derrate 
alimentari (cereali, pane, vino ecc…) conservate in ambienti caldo-umidi. Le 
aflatossine vengono metabolizzate nelle cellule a epossidi che si possono legare al 
DNA formando un addotto oppure possono essere attivati attraverso l’enzima 
epossido idrossilasi e coniugati con glutatione. In associazione con i virus dell’epatite 
possono causare tumori al fegato.  
 
2.2.2 Cancerogeni ad azione diretta 
Composti metallici  
Molti metalli o composti metallici possono indurre cancro (arsenico, ferro, cromo…) 
ma il meccanismo d’azione è poco noto. I cationi bivalenti, essendo elettrofili, possono 
interagire con le basi del DNA o con i gruppi fosfato. Tra i meglio documentati vi 
sono i tumori indotti dall’arsenico negli addetti all’agricoltura esposti ad insetticidi. In 
questi soggetti vi è un aumentata incidenza di tumori della pelle per contatto diretto o 
polmonari per inalazione[3].  
 
Composti alchilanti  
Si definiscono con questo nome le sostanze capaci di cedere gruppi alchilici ad altri 
composti; non richiedono attivazione metabolica, tuttavia altri composti (ad esempio 
nitrosamine e cloruro di vinile) vengono attivati metabolicamente a composti 
alchilanti. Il meccanismo d’azione sembra essere diverso a seconda che i composti 
siano mono o bifunzionali. Nei composti monofunzionali si verifica alchilazione di 
specifiche basi del DNA mentre i composti polifunzionali creano ponti intramolecolari 
tra le catene di DNA. 
 
2.2.3 Cancerogeni non genotossici 
Asbesto  
L’asbesto o amianto ha una struttura a fibre costituite da catene di silicati con la 
presenza di ferro, magnesio o calcio. Si trova sulla crosta terrestre sotto diverse forme: 
crocidolite (ferro), amosite (ferro), antofillite (magnesio), tremolite (calcio e magnesio), 
crisotilo (magnesio). L’asbesto per le sue proprietà ignifughe è stato ampiamente 
utilizzato come impasto per cemento, per materiali e tessuti isolanti e nella costruzioni 
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di navi. Esso è causa di una patologia infiammatoria cronica detta asbestosi e di 
tumori ai polmoni (adenocarcinoma), alle sierose, alla pleura e al peritoneo 
(mesotelioma). L’asbesto può indurre tumore direttamente o indirettamente. 
Direttamente induce proliferazione e trasformazione stimolando la sintesi proteica, la 
sintesi di prostaglandine e la sintesi dell’attivatore del plasminogeno danneggiando il 
citoscheletro, oppure penetra nel nucleo e causa aberrazioni cromosomiche. 
Indirettamente  viene fagocitato dai macrofagi che liberano enzimi lisosomiali e specie 
reattive dell’ossigeno che causano inattivazione di enzimi, denaturazione di proteine e 
danno agli acidi nucleici.  
 
2.3 Agenti fisici 
Gli agenti fisici considerati cancerogeni sono: le radiazioni ultraviolette, le radiazioni 
ionizzanti, i corpi estranei.  
 
2.3.1 Radiazioni ultraviolette 
La radiazione ultravioletta (UV) è una porzione dello spettro elettromagnetico a corta 
lunghezza d’onda. I raggi UV si dividono in UV-A (da 400 nm a 315 nm) UV-B (da 315 
nm a 280 nm) e UV-C (da 280 nm a 10 nm). Gli effetti della radiazione UV sulle cellule 
comprendono: inattivazione di enzimi, inibizione della divisione cellulare, 
mutagenesi, morte cellulare e cancro. L’effetto cancerogeno è stato dimostrato solo per 
radiazioni di lunghezza d’onda compresa fra 290 e 320 nm. L’effetto biochimico più 
importante della radiazione UV è la formazione di dimeri di pirimidina nella catena 
del DNA che distorce l’asse del fosfodiestere della doppia elica nella zona di ciascun 
dimero. 
2.3.2  Radiazioni ionizzanti  
Le radiazioni X e γ sono parte dello spettro elettromagnetico con lunghezza d’onda di 
circa   10-8 e con energia fotonica sufficientemente elevata per eccitare o espellere 
elettroni dalle loro orbite formando ioni. Le radiazioni ionizzanti inducono un ampio 
spettro di danni nel DNA: rotture di uno o entrambi i filamenti, ponti tra ed 
intrafilamento, danni cromosomici ma anche alterazioni di basi[2].  
2.3.3 Corpi estranei  
Numerosi e vari sarcomi sono stati indotti nei roditori in seguito all’impianto di 
materiali inerti, come pellicole di plastica o metalliche, fibre varie dischi di carbonio, 
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ecc. Sono importanti ai fini della cancerogenesi le dimensioni, la levigatezza della 
superficie e la durata della permanenza dell’impianto. Questi tipi di tumori sono 
altamente specie-specifici: per esempio, ratti e topi sono molto sensibili alla 
cancerogenesi da corpo estraneo, mentre l’uomo risulta molto resistente come 
dimostrato dall’assenza di tumori in seguito all’impianto di protesi di plastica o di 
metallo.  
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3. AZIONE CITOSTATICA DEGLI 
ANTITUMORALI 
 
Poiché le cellule tumorali continuano a dividersi senza sosta e poiché la 
moltiplicazione cellulare richiede la sintesi di acidi nucleici, il primo obiettivo dei 
ricercatori è stato quello di trovare composti che, inibendo selettivamente la 
formazione di tali acidi o dei loro precursori, siano in grado di arrestare la crescita 
incontrollata della massa tumorale. Infatti i farmaci antitumorali, che bloccano la 
crescita di tutte le cellule, si comportano da citostatici con scarsa tossicità selettiva: la 
differenza di attività nei confronti delle cellule cancerose e delle cellule sane è molto 
bassa anche se l’aumento della sintesi di acidi nucleici e nucleoproteine è in alcuni 
tumori molto più veloce che nelle cellule normali. A tale azione si devono imputare 
gli effetti collaterali estremamente gravi di questi farmaci che si manifestano in modo 
particolare su altri tessuti in rapida crescita nell’organismo, quali ghiandole sessuali, 
sistema emopoietico e mucose. Un grande svantaggio nell’uso degli antineoplastici è 
legato alla diminuzione delle capacità difensive endogene dell’organismo nei 
confronti di malattie infettive, correlato all’azione immunosoppressiva dei 
citostatici[4]. 
I farmaci antitumorali si possono distinguere in:  
 agenti ad azione diretta sull’acido desossiribonucleico (DNA) con formazione 
di legami chimici irreversibili (farmaci chimicamente reattivi) o con formazione 
di complessi più o meno stabili che influenzano la conformazione dell’acido 
nucleico e il relativo cambiamento funzionale;  
 agenti ad azione indiretta, come gli antimetaboliti, che inibiscono o 
interferiscono sulla normale sintesi del DNA.  
La quasi totalità dei farmaci antitumorali agisce mediante l’induzione dell’arresto del 
ciclo cellulare o della morte cellulare programmata (apoptosi), indipendentemente 
dalla struttura chimica o dal meccanismo d’azione. Le principali classi di farmaci per 
cui è stato dimostrato sperimentalmente un effetto proapoptotico includono:  
 agenti che danneggiano il DNA, in grado di provocare danni di tipo differente 
come la formazione di legami crociati inter- o intra-catenari;  
Pagina | 17  
 
 inibitori delle topoisomerasi che provocano rotture alla doppia elica del DNA 
in corrispondenza della sua associazione con le proteine;  
 agenti intercalanti; 
 inibitori della formazione del fuso mitotico; 
 inibitori della sintesi del DNA; 
 antimetaboliti in grado di interferire con i principali circuiti metabolici 
cellulari[5]. 
Ad ogni modo, in base al loro meccanismo d’azione, i farmaci antitumorali sono stati 
suddivisi in tre gruppi principali (Figura 2), che includono farmaci che agiscono sul 
DNA (alchilanti ed intercalanti), farmaci che interferiscono con la biosintesi degli acidi 
nucleici e delle proteine (antimetaboliti) e farmaci veleni del fuso mitotico (derivati 
della Vinca, taxani e inibitori delle topoisomerasi).  
 
 
    Figura 2. Classificazione degli antitumorali sulla base dei meccanismi d'azione. 
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4. DERIVATI ETEROCICLICI CON 
ATTIVITA  INTERCALANTE 
 
Le molecole di piccole dimensioni che interagiscono con il DNA, utilizzano tre 
modalità di legame:  
 Intercalazione: 
 Legame al solco minore; 
 Legame al solco maggiore (Figura 3)[5]. 
 
 





Nell’intercalazione il legame di una molecola con il DNA determina la distorsione 
dell’elica, caratterizzata dall’estensione della doppia elica e dal locale srotolamento a 
livello del sito di attacco. Una vasta gamma di molecole si lega al DNA mediante 
intercalazione e la maggior parte di quelli definiti come leganti del solco minore o 
maggiore sono ulteriormente stabilizzati dall’intercalazione di un cromoforo 
pendente[5].  
Dal punto di vista chimico, gli agenti intercalanti, sono fondamentalmente 
caratterizzati dalla presenza di:  
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una struttura policiclica aromatica o eteroaromatica planare, che forma un 
complesso molecolare con le basi del DNA, stabilizzato da legami a idrogeno, forze di 
Van der Waals e interazioni idrofobiche;  
gruppi o catene laterali, legate in opportune posizioni del sistema planare, in 
grado di collocarsi in uno od entrambi i solchi della doppia elica del DNA, 
realizzando interazioni esterne che possono favorire la formazione del complesso 
d’intercalazione.  
Tra gli agenti chemioterapici antitumorali, che hanno come principale meccanismo 
d’azione l’intercalazione, si è dimostrata particolarmente interessante una classe di 
alcaloidi indolici isolati da numerose piante appartenenti alla famiglia delle 











L’ellipticina è in grado di legarsi al DNA attraverso l’intercalazione e di inibire 
l’attività delle topoisomerasi II legandosi al complesso DNA-enzima[5].  
 
4.2 Leganti al solco minore 
Le caratteristiche strutturali del solco critiche per il riconoscimento delle molecole di 
piccole dimensioni sono: ampiezza e profondità del solco, funzionalità del fondo, 
potenziale elettrostatico e sono tutte dipendenti dalla sequenza nucleotidica. 
L’ampiezza del solco varia da 3-4 Å per i tratti ricchi in AT, fino a oltre 8 Å per quelli 
ricchi in GC. La profondità del solco è minore per le sequenze GC rispetto ai tratti AT 
per la presenza dell’amina esociclica nella guanina. In realtà, il gruppo aminico ha 
carattere nucleofilo e funziona come sito di riconoscimento e di alchilazione attraverso 
la formazione di legami a idrogeno. A differenza dell’intercalazione, dove il legame 
delle molecole induce ampi cambiamenti nella conformazione del DNA, il legame al 
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solco minore è caratterizzato da piccole o non apparenti distorsioni del DNA, spesso 
accompagnata da cambiamenti nella conformazione della molecola[5].  
 
4.3 Leganti al solco maggiore 
Attualmente ci sono pochi esempi di composti che si legano selettivamente al solco 
maggiore: gran parte dei composti si lega per intercalazione e stabilisce ulteriori 
legami ad idrogeno con il solco maggiore. In generale, le intercalazioni con il solco 
maggiore forniscono qualche grado di specificità per la sequenza, ma l’affinità di 
legame è dovuta, principalmente, all’intercalazione.  
In un primo tempo si riteneva che il complesso con l’acido nucleico costituisse un 
motivo sufficiente a scompaginare i processi biochimici che presiedono al corretto 
funzionamento della cellula, cosicché l’addotto binario farmaco-DNA era considerato 
la specie citotossica[5]. In generale, infatti, si parla di effetto citotossico quando il 
danno al DNA, con alterazioni della struttura dell’acido nucleico o inibizione 
persistente di una funzione cellulare, avviene come conseguenza del legame stesso 
con il DNA. Le lesioni che possono essere indotte dopo tale legame sono molteplici: 
modificazioni strutturali del DNA, scissione del DNA o inibizione delle 
topoisomerasi, enzimi che rappresentano un nuovo bersaglio dalla terapia antiblastica 
(Figura 4). 
 
Figura 4. Classificazione dei nuovi bersagli della terapia antitumorale. 
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5 LE DNA TOPOISOMERASI 
 
Le cellule dei tumori liquidi presentano una maggiore concentrazione di 
Topoisomerasi II rispetto alla I, mentre vale il contrario per le cellule dei tumori solidi. 
In ogni caso, i tessuti tumorali, le cui cellule sono in attiva e rapida proliferazione, 
presentano una maggior concentrazione di questi enzimi rispetto alle cellule sane, e 
ciò può essere sfruttato a fini  terapeutici [6,7]. Per questo motivo le topoisomerasi 
hanno assunto un'importanza primaria nella ricerca oncologica; infatti molti farmaci 
antitumorali hanno come “target” specifico questi enzimi e lo sviluppo di farmaci più 
efficienti, in grado di superare la farmacoresistenza, è uno degli obiettivi primari della 
ricerca oncologica e biotecnologica.  
Gli enzimi appartenenti alla famiglia delle topoisomerasi sono in grado di catalizzare 
due tipi di interconversioni topologiche del DNA, fondamentali per la sopravvivenza 
della cellula: le reazioni di superavvolgimento-rilassamento e quelle di 
concatenamento-decatenamento [8]. 
Il DNA non è una struttura statica, ma è libera di muoversi nello spazio fluido della 
cellula, come annodarsi e avvolgersi su se stesso. Inoltre, tutti i processi cellulari che 
comportano uno scorrimento di complessi proteici sul DNA alterano la sua struttura 
nello spazio, torcendolo, srotolandolo e creando delle regioni di super avvolgimento 
del tutto simili a quelli che può assumere una corda od un elastico. Questa struttura 
del DNA nello spazio viene controllata e regolata da una serie di enzimi che si 
chiamano DNA-topoisomerasi[9]. Le DNA-topoisomerasi sono enzimi ubiquitari, in 
grado di catalizzare la reazione che converte un isomero topologico in un altro (gli 
isomeri topologici sono molecole di DNA che differiscono tra loro soltanto per un 
diverso numero di legame), causando il taglio e la successiva ricucitura del legame 
fosfodiestereo su una o entrambe le catene. Sono essenziali per i principali processi 
cellulari, quali replicazione, trascrizione, duplicazione del DNA ma anche 
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5.1 Classificazione 
Esistono due classi di topoisomerasi definite in base al loro meccanismo d’azione ed 
alle proprietà fisiche[10]:  
 Enzimi di classe I, monomerici, introducono una rottura su un singolo 
filamento di DNA, rilassandolo di un giro alla volta e cambiando il numero di 
legame di una sola unità. La reazione in questione non richiede alcun consumo 
di energia sottoforma di ATP. 
 Enzimi di classe II, costituiti da più subunità, che a differenza dei primi 
introducono dei tagli in entrambi i filamenti di DNA. Attraverso consumo di 
ATP il DNA viene srotolato  e il numero di legame di due unità cambiato. 
 
La caratteristica che accomuna entrambe è l’utilizzo di un ossidrile catalitico fornito 
da una tirosina per dare attacco nucleofilo ad un gruppo fosfato del DNA. In questo 
modo si rompe un legame fosfodiestereo e se ne forma uno fosfotirosinico e, mentre 
per le topoisomerasi di classe I l’energia liberata dalla rottura del legame 
fosfodiestereo viene usata per compiere il movimento di torsione del filamento legato 
alla proteina necessario allo srotolamento, per le topoisomerasi II questa energia è 
fornita dalla scissione di un legame fosfodiestereo di una molecola di ATP, che si lega 



























Figura 5. Reazione catalizzata dalle topoisomerasi. 
                                            
Ogni reazione di topoisomerizzazione, sia essa dovuta ad enzimi di classe I o classe II, 
può essere divisa in tre momenti, il primo costituito dalla rottura del filamento o dei 
filamenti e nella formazione di un legame covalente tra l'enzima e il DNA; il secondo 
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dal rilassamento o superavvolgimento del DNA; nel terzo ed ultimo momento 
avviene la saldatura covalente dei filamenti precedentemente  tagliati [11].  
 
5.2 Topoisomerasi I 
Gli enzimi di classe Ι vengono suddivisi in tre famiglie che si differenziano per il 
meccanismo di rilassamento del DNA e non presentano alcuna omologia di struttura 
tra loro [12]. 
1. Topoisomerasi ΙA: di origine procariotica, richiedono per la loro azione catalitica la 
presenza di ioni magnesio e di tratti di filamento singolo di DNA. Rilassano solo 
DNA avvolto negativamente e si legano covalentemente all’estremità 5’ del 
filamento scisso lasciando libero l’ossidrile in 3’.  
Questa famiglia è suddivisa in quattro sottogruppi:  
a. Topoisomerasi I batteriche; 
b. Topoisomerasi III batteriche; 
c. Topoisomerasi III eucariotiche: sono importanti nei processi di 
ricombinazione, di riparazione del DNA e nel mantenere la stabilità del 
genoma; 
d. Girasi inversa: presente solo nei batteri termofili e ipertermofili, enzima 
non monomerico. 
Tutti questi sottogruppi condividono lo stesso meccanismo di rilassamento del 
DNA conosciuto come “enzyme-bridged strand passage”. Questo modello teorizza la 
formazione di una sorta di cancello nel complesso covalente DNA-enzima che si 
apre conseguentemente a cambiamenti conformazionali. L’enzima, dunque, 
promuove il rilassamento del DNA controllando il passaggio del filamento intatto 
attraverso quello scisso[10, 12]. Come conseguenza e dato sperimentale ricavabile, il 
lavoro dell’enzima in questo modo consente la modifica del numero di legame del 
DNA di una sola unità per ciclo. 
2. Topoisomerasi IB: di origine eucariotica e virale, rilassano sia il DNA superavvolto 
negativamente che positivamente. A differenza delle Topoisomerasi ΙA non 
richiedono la presenza di ioni metallici o di tratti di DNA a singolo filamento e 
legano covalentemente il filamento scisso all’estremità 3’[10,13]. Gli enzimi di questa 
famiglia rilassano il DNA secondo il meccanismo di “rotazione controllata”; secondo 
tale modello la parte di doppia elica non legata covalentemente all’enzima, avente 
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l’ossidrile 5’ libero, ruota attorno al legame fosfodiestereo intatto che si trova di 
fronte al sito di taglio; tale rotazione non è libera, bensì controllata da interazioni 
elettrostatiche fra le basi del DNA e gli amminoacidi della struttura enzimatica 
[10,14]; l’energia necessaria alla rotazione deriva da quella immagazzinata nel 
superavvolgimento. Il rilassamento delle tensioni della doppia elica superavvolta 
avviene quindi attraverso uno o più cicli di rotazione controllata [14]. Sono molto 
importanti nei processi di trascrizione e replicazione del DNA poiché rilassano il 
superavvolgimento positivo che si accumula a monte della forcella replicativa [12]. 
In questa classe sono incluse topoisomerasi I virali (poxvirus Topoisomerasi I), 




Figura 6. Confronto tra il meccanismo "enzyme-bridged strand passage" 
nelle topoisomerasi I e a "rotazione controllata" nelle topoisomerasi IB 
 
3. Topoisomerasi IC: l’unica componente di questa famiglia è la Topisomerasi V[12], 
isolata da archeobatteri metanogeni, inizialmente classificata come Topisomerasi 
IB è attualmente considerata come capostipite di una nuova classe da quando si è 
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5.3 Topoisomerasi I umana 
La Topoisomerasi Ι umana è un enzima di circa 90 kDa[12] formato da 765 
amminoacidi. E’ un monomero costituito da quattro domini principali: NH2-
terminale, “core” (ulteriormente diviso in tre distinti sottodomini), linker e COOH-
terminale che contiene la tirosina catalitica.  
                                                       
L’enzima ha una forma che ricorda quella di una pinza e si trova in due 
conformazioni, una aperta e una chiusa ad avvolgere il DNA. Nella forma compatta o 
chiusa presenta un poro centrale di circa 15-20 Å dove alloggia il DNA. Il poro espone 
in superficie residui carichi positivamente e quindi complementari al potenziale  
elettrostatico negativo presente sulla superficie della doppia elica. All’interno del poro 
si trova il sito catalitico della topoisomerasi Ι, dominio altamente conservato in tutte le 
topoisomerasi eucariotiche e costituito dalla tirosina 723: questo residuo è 
responsabile dell’attacco nucleofilo al fosfato del DNA e si trova del dominio C-
terminale.  
L’attività della Topoisomerasi I umana prevede quattro step: 
 legame al DNA: riconoscimento della catena ribonucleotidica da parte 
dell’enzima  che si trova nella conformazione aperta e successiva formazione 
del complesso non covalente DNA-topoisomerasi; questo legame è direzionato 
dalla complementarietà della struttura e dalle cariche elettrostatiche 
superficiali dell’enzima nei confronti della catena polinucleotidica. Si ha la 
formazione di un complesso non covalente tra DNA ed enzima. 
Figura 7. Topoisomerasi I umana in  
complesso con 2sDNA 
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 taglio del DNA: attacco nucleofilo e formazione del legame covalente 
tirosinafosfato:  si forma il complesso scindibile in cui l’enzima è legato 
covalentemente al DNA e la catena è scissa; 
 rilassamento del DNA: avviene attraverso uno o più cicli di rotazione controllata; 
 ricucitura del DNA: avviene per transesterificazione; l’ossidrile sul filamento 
scisso attacca il fosfato ancora legato alla tirosina enzimatica. Si riforma il 
legame fosfodiestereo originale; successivamente l’enzima rilascia il DNA. 
L’azione catalitica della Topoisomerasi Ι non richiede la presenza di energia in forma 
di ATP; infatti il processo nella sua totalità è completamente reversibile in quanto 
l’energia del legame fosfodiestereo che viene scisso è conservata nel legame 
fosfotirosinico presente nel complesso covalente DNA-enzima; il passaggio di 
ricucitura del DNA, quindi, avviene grazie al solo utilizzo dell’energia immagazzinata 
nel legame fosfotirosinico.  La funzione della Topoisomerasi I è di fondamentale 
importanza durante la replicazione del genoma: in sua assenza, il movimento della 
forcella replicativa (punto in cui il tratto di DNA che viene copiato assume una forma 
a Y) risulterebbe bloccato dall’accumulo di tensione torsionale nel filamento che funge 
da stampo. Il suo intervento è pure fondamentale nei processi di trascrizione, 
ricombinazione e durante la mitosi [17]. 
 
5.4 Topoisomerasi II 
La Topoisomerasi II  è costituita da due o più subunità e catalizza un processo simile a 
quello della Topoisomerasi I. Essa però, a differenza degli enzimi di classe I, provoca 
la rottura di entrambi i filamenti del DNA che costituiscono una doppia elica. La 
forma della Topoisomerasi II ricorda quella di una tenaglia.  




Pagina | 27  
 
Il taglio dei due filamenti avviene per transesterificazione tra una coppia di tirosine e 
due legami fosfodiesteri affacciati tra loro; queste due reazioni avvengono in maniera 
concertata. I residui tirosinici risultano legati covalentemente alle estremità 5’ dei 
filamenti scissi, lasciando liberi gli ossidrili delle posizioni 3’. 
Successivamente, i cambiamenti conformazionali dell’enzima provocano 
l’allontanamento delle estremità 5’ (legate) da quelle 3’ (libere), aprendo così un 
cancello nella doppia elica tagliata. A questo punto l’enzima trasporta un doppio 
filamento intatto attraverso l’apertura  creata nella doppia elica, la quale poi viene 
richiusa. Infine si riformano i legami fosfodiesterei grazie ad un’ulteriore 
transesterificazione [16]. Il risultato è una variazione di due unità del numero di legame 
del DNA. La reazione procede solo in presenza di ATP che è essenziale per fornire 
l’energia necessaria ai notevoli cambiamenti conformazionali coinvolti nel 
meccanismo d’azione dell’enzima. 
Le Topoisomerasi II possono essere suddivise in due famiglie [12]: 
 Topoisomerasi IIA: appartengono a questa famiglia i seguenti enzimi: 
o Topoisomerasi II eucariotiche: è un omodimero presente in tutti gli 
eucarioti. Rilassa sia DNA superavvolto positivamente che 
negativamente. È  l’unico enzima in grado di decatenare il DNA ed è 
per questo fondamentale nella separazione dei cromosomi, inoltre 
coopera con la Topoisomerasi I nel rilassare superavvolgimenti positivi 
durante i processi replicativi;  
o Topoisomerasi  IV: è un enzima batterico, eterotetramerico, sembra 
implicato nel processo di separazione dei cromosomi alla fine del 
processo di replicazione del DNA; 
  Topoisomerasi IIB: scoperte negli archeobatteri, dove sono ubiquitari, 
recentemente sono state individuate in alcuni batteri e alghe. In questa 
famiglia si annovera la Topoisomerasi IV (archeobatterica) e la Topoisomerasi 
IIB batterica.  
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6 INIBITORI DELLE TOPOISOMERASI 
 
I farmaci antitumorali attualmente noti per la loro attività antitopoisomerasica 
possono essere  divisi in due classi in base al meccanismo d’azione[17]: 
 farmaci di classe Ι: stabilizzano i complessi covalenti DNA-topoisomerasi con la 
formazione di un complesso ternario DNA-enzima-inibitore reversibile  ma  
cataliticamente inattivo poiché lo stadio di ricucitura del DNA è inibito[18]. 
Il vero danno si verifica quando avviene la collisione tra il complesso e la 
forcella replicativa: la rottura reversibile di un filamento del DNA diventa la 
rottura irreversibile di un doppio filamento e viene così attivata l’apoptosi[18, 19]. 
Spesso questi farmaci vengono definiti veleni delle topoisomerasi in quanto 
trasformano l’enzima in una potente tossina cellulare. Il capostipite di questa 
classe è l’alcaloide naturale camptotecina 18 e i suoi analoghi semisintetici 
topotecan 19 e irinotecan 20. Alla classe dei veleni appartengono anche altri 
farmaci intercalanti, come le bleomicine, che non agiscono direttamente sulla 
topoisomerasi, ma interferiscono con essa intercalandosi tra le basi del DNA e 
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 farmaci di classe ΙΙ o soppressori delle topoisomerasi: agiscono sul sito catalitico 
dell’enzima, senza interferire direttamente col complesso covalente, 
impedendone il legame con il DNA. La citotossicità si spiega con il fatto che 
non si può avere rilassamento della doppia elica e, quindi, vengono impediti 
processi che coinvolgono il DNA come la replicazione. Ne sono esempio la 
shikonina 21 e il β-lapachone 22. 











                               21                                  22 
 
La classificazione degli inibitori della topoisomerasi più comunemente usata si basa 
però  sull’enzima bersaglio, quindi, sulla capacità di interferire con l’azione della 
topoisomerasi Ι o  della topoisomerasi II: 
 farmaci attivi sulla topoisomerasi Ι: la camptotecina è il più noto inibitore 
selettivo di tale enzima, attualmente in uso clinico con i suoi derivati 
semisintetici topotecan e irinotecan; 
 farmaci attivi sulla topoisomerasi ΙΙ: possono essere intercalanti o non 
intercalanti del DNA. Tra gli intercalanti ci sono i derivati acridinici 
(amsacrina), i derivati antraciclinici (adriamicina e daunomicina), le 
actinomicine e le ellipticine; tra i non intercalanti ci sono le epipodofillotossine 
e la genisteina; 
 farmaci antitopoisomerasi attivi sulla girasi, topoisomerasi IIA batterica: tra 
questi, usati nella terapia antimicrobica, i più noti sono i chinoloni, tra cui 
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Questo composto è stato isolato per la prima volta nel 1966 da Wani e Wall dalla 
corteccia di  amptotheca acuminata Decne, della famiglia delle Nyssaceae. Tale pianta, 
originaria della Cina e del Tibet, era nota fin dall’antichità per le sue proprietà 
antifungine ed è stata usata come conservante per molti alimenti. L’attività di questa 
molecola è molto elevata e specifica per la topoisomerasi I.  
L’estrazione della camptotecina 18 dalla pianta è però difficile,  soprattutto per le 
scarse rese e per la bassa solubilità in acqua del composto. Nel corso degli anni sono 
state quindi fatte numerose variazioni strutturali della camptotecina nel tentativo di 
migliorarne il profilo farmacocinetico (rapida apertura dell’anello lattonico per dare 
un composto inattivo e scarsa solubilità) e farmacodinamico (allargare, o anche 
diversificare, lo spettro di attività rispetto alla tipologia tumorale). Sebbene i derivati 
semisintetici[20-21] sviluppati in passato abbiano soddisfatto il requisito di essere più 
potenti e più solubili in acqua dell’alcaloide capostipite, si sono dimostrati fallimentari 
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rispetto all'intento di possedere strutture più semplici e prive delle principali 
limitazioni della camptotecina. Ancora oggi la produzione di molti derivati rimane 
parzialmente dipendente dalla disponibilità di camptotecina, poiché la sintesi chimica 
totale è lunga e costosa, ma anche l’estrazione dell’alcaloide puro dalla pianta risulta 
problematica. 
La ricerca farmaceutica di inibitori selettivi per la topoisomerasi I (Topo I) è incentrata 
principalmente su due filoni: da un lato si cerca di ottenere derivati CPT-simili con 
una migliore solubilità e con una maggiore attività (intesa come una minore 
reversibilità del legame della CPT nel complesso ternario); dall’altro si cercano nuove 
molecole non CPT simili, che siano attive ma anche selettive per Topo I, interessante 
bersaglio per la ricerca di farmaci anticancro e che possibilmente vadano ad ovviare ai 
problemi presentati dalla CPT. 
Per quanto riguarda i derivati CPT-simili[22], si sono inizialmente operate modifiche 
agli anelli A e B per risolvere il problema della solubilità e modifiche all’anello E per 
quanto riguarda la potenza e la reversibilità del legame. Le modifiche agli anelli A e B 
della CPT hanno condotto a derivati molto promettenti: attualmente, due molecole 
sono già disponibili per la pratica clinica, il topotecan 19 (TPT, Hycamtin®) e 
irinotecan 20 (CPT-11, Camptosar®). 
Tali derivati sonosolubili in acqua e hanno due diverse indicazioni terapeutiche. Sono 
anche state sviluppatealtre molecole[21] che si trovano a diversi stadi delle fasi 
preclinica e clinica. Per quanto riguarda l’anello E della CPT[23], questo è un α-idrossi-
lattone che non è stabile a pH fisiologico e la forma carbossilata non è attiva a livello 
dell’enzima. Nonostante questa reazione sia un equilibrio, il risultato finale è una 
scarsa disponibilità di CPT attiva a livello del sito d’azione. I derivati sviluppati per 
ovviare a questo problema sono in fase preclinica avanzata e sono anelli lattonici a 7 
membri, le omocamptotecine, più stabili all’idrolisi e anelli a 5 membri di tipo 
chetonico e quindi non idrolizzabili. 
Lo sviluppo di inibitori non CPT-simili[24, 25] è praticamente contemporaneo alla 
scoperta del bersaglio d’azione della CPT. Questa ricerca è partita da screening di 
grandi librerie di molecole naturali e di composti chimici e ha condotto alla scoperta 
di tre categorie di molecole: 
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L’esistenza di inibitori con scaffolds molecolari molto diversi tra loro diventa un 
paradigma per considerarli insieme come inibitori interfacciali. Questo concetto 
fondamentale è nato  dall’osservazione che la CPT non lega né la topoisomerasi I da 
sola e nemmeno il DNA da solo, ma agisce solamente formando un complesso 
ternario con la topoisomerasi e con il DNA solo quando questi formano il “complesso 
scindibile”. Gli inibitori interfacciali sono in grado di instaurare allora una rete di 
ponti idrogeno specifici con residui dell’enzima e interazioni idrofobiche con le basi 
del DNA. Questa interazione è stereospecifica, perché solo l’isomero 20(S)-CPT è 
attivo. Il legame stereospecifico all’interfaccia dell’interazione Topo I-DNA stabilizza 
un complesso normalmente transiente: questa stabilizzazione prolungata di un 
intermedio induce una serie di segnali cellulari che portano alla morte per apoptosi. 
Generalmente queste molecole sono classificate come inibitori non-competitivi per 
l’enzima in quanto non agiscono in modo competitivo con il substrato ma solo 
quando si forma l’intemedio enzima substrato. I test di attività per queste molecole, 
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La tabella 2 (modificata da Pommier[22]) riporta i principali inibitori della 
topoisomerasi I già approvati o in fase clinica sperimentale. 
 












Introduzione alla Parte 
Sperimentale 
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Le DNA topoisomerasi sono enzimi essenziali che inducono modificazioni 
conformazionali nella doppia elica del DNA durante importanti processi cellulari 
come la replicazione, la trascrizione, la riparazione e la condensazione della 
cromatina. Ci sono due principali famiglie di topoisomerasi: quelle di tipo I e quelle di 
tipo II. Le topoisomerasi di tipo I (Top1) risolvono i super avvolgimenti che 
avvengono nel DNA attraverso la rottura di un singolo filamento, prodotta in seguito 
ad un legame covalente tra la tirosina (Tyr 723) del sito attivo e l’estremità 3’ della 
catena di DNA. L’estremità 5’ libera ruota intorno al filamento intatto  e quando il 
DNA è rilassato, la Top1 rilascia spontaneamente il sito di legame e viene ristabilita la 
doppia elica del DNA. 
A questo livello, l’enzima risulta essere particolarmente vulnerabile ad opera di un 
gruppo di agenti anticancro chiamati “veleni” che intrappolano reversibilmente il 
complesso attraverso la loro intercalazione tra le basi di DNA e il sito di scissione, 
inibendo così la ricongiunzione delle estremità rotte.  La collisione tra la macchina 
replicativa e il complesso intrappolato, porta alla rottura irreversibile del filamento di 
DNA, con la conseguente attivazione apoptotica e arresto del ciclo cellulare. 
Gli inibitori della Top1 sono un gruppo di farmaci anticancro relativamente nuovi, 
che hanno un ampio spettro di attività sia nei tumori solidi che sanguigni. La 
Camptotecina (CPT) 18, un prodotto naturale isolato dall’albero cinese, Camptotheca 
acuminate, è stato la prima molecola ad essere identificata come inibitore della Top1. 
Ricerche successive, che avevano lo scopo di migliorare la solubilità in acqua, il 
profilo tossicologico e farmacocinetico, hanno condotto allo sviluppo di due derivati 



































I derivati camptotecinici però non sono farmaci ideali a causa delle numerose 
limitazioni che presentano, come l’instabilità chimica derivante dall’anello E (α-
idrossilattone) che si apre alla forma idrossicarbossilata che lega molto saldamente 
l’albumina sierica, o la reversibilità del complesso Top1-DNA, che è la causa dei 
lunghi tempi di infusione necessari per raggiungere la massima attività. Inoltre la 
resistenza cellulare alle CPTs può avvenire a causa di una molteplicità di fattori che 
riducono la formazione del complesso ternario DNA-Top1-farmaco. Sebbene un certo 
numero di proteine di riparazione sono coinvolte in questo processo, un ruolo 
particolare è svolto dalla Tyrosyl-DNA fosfodiesterasi 1 (Tdp1). 
La Tdp1 è un membro della famiglia delle fosfolipasi D che catalizzano l’idrolisi del 
legame fosfodiesterico tra l’estremità terminale 3’ del filamento di DNA e il residuo di 
tirosina, attraverso una sostituzione nucleofila che avviene in due passaggi. Quindi, i 
complessi DNA-Top1 rappresentano dei substrati preferenziali per la Tdp1. L’enzima 
può quindi essere considerato come un target modulatorio, poichè la sua inibizione 
dovrebbe portare ad un aumento dell’attività citotossica dei “veleni” della Top1, e 
quindi la terapia combinata tra i farmaci che hanno come target la Top1, e gli inibitori 
della Tdp1, può essere potenzialmente molto efficace.  
Per superare gli inconvenienti principali delle CPTs, si è cercato, negli ultimi anni, di 
sviluppare dei farmaci non-CPT quali inibitori dela Top1. Da questi studi sono emerse 
alcune classi chimiche simili alle CPTs in quanto a potenza e specificità. Tra questi 
composti abbiamo la classe degli Indolocarbazoli 22, delle Indenoischinolina 23 e delle 
Fenantidrine 24.  
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Questi composti sono diventati dei buoni candidati per gli studi clinici in quanto sono 
più stabili della CPT. Più recentemente, è stata riportata la sintesi del primo inibitore 
Top1-Tdp1 basato sull’indenoisochinolina.  
Presentano delle similarità strutturali, come (i) una struttura policiclica planare 
eteroaromatica contenente azoto, variamente sostituita al fine di migliorarne l’attività 
biologica, (ii) gruppi capaci di formare legami a idrogeno, e (iii) gruppi carichi o azoti 
protonabili con catene laterali.  
Il gruppo di ricerca dove ho svolto il mio lavoro di tesi si occupa da anni della sintesi 
di nuovi agenti antiproliferativi tra cui i derivati piridopirimidopurinici, i 
piridopirimidobenzimidazolici[27], gli indolonaftiridrinici[28] e i 
benzotiopiranoindolici[29], che hanno mostrato una significante attività citotossica. 
Con lo scopo di identificare nuovi sistemi eterociclici capaci di inibire l’azione della 
topoisomerasi I, in questo lavoro di tesi ho studiato una serie di derivati 4H-
pirazolo[1,5-a]chinazolinici di formula generale I. 
 
 












       I                  
               25-41 
 
Questi derivati presentano un sistema polieterociclico aromatico di tipo 6, 6, 5 fenil 
sostituito che mima l’anello D delle indenoisochinoline e delle fenontrine.  
Lo scaffold pirazolochinazolinico è stato variamente funzionalizzato con un anello 
fenilico nelle posizioni 2 o 3 e con una catena alchilaminoalchilica nella posizione 5 
mediante uno spaziatore O o NH. 
Sono state studiate varie modificazioni della catena laterale per valutare l’effetto sulla 
attività inibitoria, in particolare è stata variata: 
1. La natura e la lunghezza della catena (catene alchilossi o alchilamino); 
2. La natura del gruppo terminale contenente azoto. 
Inoltre questi composti sono stati convertiti nei corrispondenti sali con lo scopo di 
incrementare la solubilità acquosa e facilitarne la loro formulazione.  
Gli intermedi per la sintesi dei derivati pirazolochinazolinici 25-49 sono i derivati 
fenilipirazolo[1,5-a]chinolin-5(4H)-one 44-46. 
 








                44-46 
 
Questi derivati sono stati ottenuti migliorando la procedura sintetica riportata in 
letteratura[30,31]. Questa procedura prevedeva l’utilizzo delle microonde; i due 
reagenti, l’acido 2-idrazinobenzoico e l’appropriato acetonitrile in acido acetico, 
vengono irradiati a 150°C per 5-10 minuti. Al termine il precipitato formatosi viene 
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lavato con etere. Il composto 44, ad esempio, veniva ottenuto con una resa dell’85%. 
Abbiamo modificato la reazione ottenendo una resa del 95-98% mettendo a punto una 
procedura che non prevede l’utilizzo del solvente. Per la sintesi del composto 44, i due 
reagenti (benzoilacetonitrile e l’acido 2-idrazinobenzoico) sono stati irradiati alla 
temperatura di 150°C ad una pressione di 100 PSI e alla potenza di 200 W per 5 
minuti, utlizzando l’allumina come supporto solido (Schema 1). L’allumina agisce sia 
come disperdente di calore, sia come veicolante delle microonde, riuscendo a rendere 
così più omogeneo l’ambiente di reazione. Il prodotto viene estratto a caldo con etile 
acetato e un campione analitico viene ottenuto per cristallizzazione da EtOH. La 












tramp=2 min, t=5 min 
allumina
 
Per i derivati 3-fenilpirazolo[1,5a]chinazolin-5(4H)one 38-41, la sintesi parte dalla 
preparazione degli α-formil-(4-sostituito)-fenilacetonitrili 50-51 (schema 2): una 
soluzione dell’appropriato 4-sostituito-fenilacetonitrile (50-51) e etil formiato in 
toluene anidro viene aggiunta goccia a goccia ad una soluzione di metossido di sodio 
nello stesso solvente, e la miscela di reazione viene posta in agitazione per 15h a 
temperatura ambiente. Si ottengono così le α-ciano-aldeidi 42-43 che vengono fatte 
reagire con l’acido 2-idrazinobenzoico cloridrato commerciale in presenza di 
allumina, alle stesse condizioni utilizzate per la sintesi del corrispondente 2-fenil 
derivato 44 (Schema 2). La struttura dei composti 42-43 viene confermata con dati 

































I derivati fenilpirazolo[1,5a]chinolin-5(4H)-one, vengono poi trasformati nei 
corrispondenti derivati 25-30 per trattamento con idruro di sodio e successiva 
aggiunta dell’appropriato dialchiloaminoalchil cloruro, in DMF anidra, per 24-48 ore 
(schema 3). I composti sono stati caratterizzati come sali cloridrati ottenuti mediante 
trattamento con etanolo cloridrico in etanolo assoluto. La struttura dei composti 25-30 
























I derivati 31-33 vengono ottenuti mediante la reazione di Mitsunobu. (Schema 3) Ad 
una soluzione dei composti (44-46) in toluene anidro e in corrente di azoto, viene 
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aggiunta la trifenilfosfina e la miscela è lasciata in agitazione per 5 minuti. 
Successivamente si aggiunge goccia a goccia una soluzione di dietilazodicarbossilato 
(DEAD) in toluene anidro e si lascia in agitazione per 15 minuti, infine viene aggiunto 
l’opportuno amino-alcol. La miscela di reazione viene lasciata in agitazione per circa 
16 ore. I composti vengono caratterizzati come sali cloridrati ottenuti mediante 
trattamento con etanolo cloridrico in etanolo assoluto. Le rese di reazione, le costanti 
chimico-fisiche e le caratteristiche spettroscopiche dei composti 31-33 sono riportate 
























La sintesi dei derivati 34-41 prevede la trasformazione dei fenilpirazolo[1,5a]chinolin-
5(4H)-one 44-46 nei corrispondenti 5-cloro derivati 47-49, secondo la procedura 
generale riassunta nello Schema 5. I derivati 5-clorosostituiti 47-49 sono ottenuti per 
reazione dell’opportuno derivato pirazolochinazolinico 44-46 con dicloruro di 
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Questi ultimi vengono poi trasformati nei corrispondenti derivati N-alchilati 34-41 per 
sostituzione nucleofila del cloro in posizione 5 con l’opportuna catena 
dialchilaminoalchilaminica mediante l’uso delle microonde: i due reagenti sono 
irradiati alla temperatura di 80°C con una pressione di 100 PSI e 100 W di potenza per 
2 minuti usando allumina come supporto solido (schema 6). I composti vengono 
caratterizzati come sali cloridrati ottenuti mediante trattamento con etanolo cloridrico 
in etanolo assoluto. Le rese di reazione, le costanti chimico-fisiche e le caratteristiche 
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Tutti i nuovi derivati pirazolochinazolinici sintetizzati 25-41, sono stati valutati per la 
loro attività inibitoria sulla Top1 e per la potenza nei confronti della scissione del 
DNA mediata dalla Top1. I risultati ottenuti sono riportati nella Tabella 3. Le potenze 
sono espresse seguendo una scala semiquantitativa relativa ad 1 µM di camptotecina: 
0, nessuna cleavage; +, 0-25% di attività di cleavage della CPT; ++, 26-50% di attività 
di cleavage della CPT; +++, 51-75% di attività di cleavage della CPT; ++++, 76-100% di 
attività di cleavage della CPT. Il punteggio 0/+ è definito tra 0 e +. 
Il primo set di composti valutati sono quelli portanti il fenile in posizione 2 e la catena 
laterale protonabile in posizione 5. Per questa serie di composti sono state poi 
introdotte varie modificazioni sulla catena laterale per valutare l’effetto sulla attività 
inibioria verso la Top1. In particolare abbiamo variato: (i) la natura e la lunghezza 
della catena, che è alchilossi o alchilamino con diverse unità metileniche; (ii) la natura 
del gruppo terminale contente azoto (dimetilamino, dietilamino, o imidazolo). Come 
possiamo osservare dalla Tabella 3 indipendentemente dalla natura della catena in 5 i 
composti 27, 34-35 non mostrano nessuna attività mentre i composti 25 e 26 
presentano una lieve attività inibitoria. Abbiamo cosi deciso di spostare l’anello in 
posizione 3 e di espandere leggermente la variabilità della catena laterale in posizione 
5 (composti 28-30, 40-41). Inoltre per espandere le SAR abbiamo inserito in posizione 
para dell’anello fenilico un atomo di cloro. Come si può osservare dalla Tabella 3 la 
presenza dell’anello fenilico pendente in posizione 3 del nucleo pirazolochinazolinico 
produce, in generale, un incremento dell’attività biologica, suggerendo una 
disposizione spaziale della molecola favorevole per l’inibizione della Top1. 
L’introduzione di un atomo di cloro lipofilo in posizione 4’ determina un moderato 
aumento dell’attività inibitoria (composti 31-33, 36-39). All’interno di questa classe la 
natura della catena in posizione 5 in termini di tipo (-NH- o -O-), di lunghezza del 
linker, e gruppo terminale contenente azoto sembra influenzare in maniera moderata 
l’attività dei composti. I risultati peggiori sono stati ottenuti inserendo la catena 
contenente il gruppo imidazolico (composto 39) mentre le catene 
dimetilaminoetilamino, dimetilaminopropilamino e dietilaminoetilamino (composti 
36-38) hanno mostrato un attività inibitoria verso la Top1 compresa tra il 26 e il 50 % 
rispetto alla camptotecina. 
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R X top1 
cleavage 
25 2 OCH2CH2N(CH3)2  H 0/+ 
26 2 OCH2CH2N(CH2CH3)2  H 0/+ 
27 2 OCH2CH2CH2N(CH3)2  H 0 
34 2 NHCH2CH2N(CH2CH3)2  H 0 




28 3 OCH2CH2N(CH3)2  H ++ 
29 3 OCH2CH2N(CH2CH3)2  H + 
30 3 OCH2CH2CH2N(CH3)2  H + 
40 3 NHCH2CH2N(CH2CH3)2  H + 




31 3 OCH2CH2N(CH3)2  Cl + 
32 3 OCH2CH2N(CH2CH3)2  Cl 0/+ 
33 3 OCH2CH2CH2N(CH3)2  Cl + 
36 3 NHCH2CH2N(CH3)2  Cl ++ 
37 3 NHCH2CH2N(CH2CH3)2  Cl ++ 
38 3 NHCH2CH2CH2N(CH3)2  Cl ++ 






Un andamento analogo è stato osservato per i composti 28-30 e 40-41 che hanno la 
posizione 4’ non sostituita. Anche in questa classe la natura della catena laterale basica 
influenza moderatamente l’attività inibitoria verso la Top1; la presenza di un nucleo 
imidazolico risulta dannosa per l’inibizione mentre la presenza della catena 
dimetilaminoetossi conferisce al composto 28 un incremento di attività inibitoria. 
Infine, per dimostare la potenza dello scaffold pirazolochinazolinico come nuovo 
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chemio tipo per lo sviluppo di inibitori duali Top1-Tdp1, è stata valutata la capacità 
dei nuovi derivati di inibire l’enzima Tyrosyl-DNA fosfodiesterasi 1 (Tdp1). Tutti i 
derivati di nuova sintesi 25-41 sono risultati incapaci di inibire l’enzima Tdp1 (dati 
non mostrati), con la sola eccezione del composto 30 che mostra un valore di IC50 
compreso tra i 37 µM e 111 µM. Il composto 30 possiede anche una moderata attività 
di inibizione sulla Top1, che lo rendono un composto promettente per il futuro 


































I punti i fusione sono determinati con apparecchio Reichert Köfler. 
Gli spettri infrarossi (IR) sono stati registrati con uno spettrofotometro 
Nicolet/Avatar, 360 FT, in olio di vasellina. 
Gli spettri di risonanza magnetica del protone (1H- NMR) sono stati eseguiti in 
soluzione di dimetilsolfossido esa-denaturato (DMSO-d6) con uno spettrometro 
Varian-Gemini (200 MHZ). La presenza di protoni scambiabili è stata confermata 
mediante l’uso di D2O. 
Le cromatografie su strato sottile (TLC) analitiche sono state eseguite su fogli di 
alluminio ricoperti di silice (Merck 60 F-254, spessore 0,2 mm). 
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Procedura generale per la sintesi dei derivati del 2-(4-sostituitofenil)-2-
formilacetonitrile (42-43).   
A 10 ml di MeOH assoluto si aggiungono, a piccole porzioni, sotto agitazione e in 
corrente di azoto, 0.236 g (0.0102 moli) di Na fino a completa scomparsa del sodio. 
Alla miscela mantenuta in agitazione a t.a. si addiziona goccia a goccia, una soluzione 
di etil formiato (0.8 ml, 0.01 moli) e dell’opportuno fenilacetonitrile-4-sostituito (0.01 
moli) in 20 ml di toluene anidro. La miscela è lasciata in agitazione per 15h a 
temperatura ambiente, controllandone l’andamento mediante TLC (AcOEt/Benzina = 
7:3). Al termine, il precipitato bianco formatosi viene filtrato e sciolto in acqua, e la 
soluzione acquosa fiene acidificata con HCl al 20% fino a pH=3.5, fornendo un solido 
bianco costituito da derivati 42-43, che viene raccolto per filtrazione e essiccato. La 
soluzione toluenica viene estratta con acqua, e la soluzione acquosa acidificata con 
HCl al 20% fino a pH=3.5; il precipitato formatosi viene raccolto per filtrazione 
fornendo una seconda porzione di derivato. I composti 42-43 sono risultati 
sufficientemente puri per essere utilizzati come tali nella reazione successiva.  
 
2-(4-Clorofenil)-2-formilacetonitrile 42. Resa 70%; p.f. 150-152 °C, let. rif n 32: p.f. 160- 
165 °C. 
2-Fenil-2-formilacetonitrile 43. Resa 74%; p.f. 155-157 °C, let. rif n. 33: p.f. 158-160 °C. 
 
Procedura generale per la sintesi dei derivati 3-(4-
sostituitofenil)pirazolo[1,5α]chinazolin-5(4H)-one 44-46.  
Una miscela dell’appropriato 2-fomilacetonitrile o del benzoilacetonitrile commerciale 
(0.0012 moli) e acido 2-idradizinobenzoico (0.452 g, 0.0024 moli) è stata irradiata alla 
temperatura di 150°C con una pressione di 100 PSI e la potenza di 200 W per 5 minuti 
usando l’allumina come supporto solido. Successivamente la miscela di reazione 
viene estratta a caldo con AcOEt ottenendo i composti grezzi 44-46. I prodotti 44-46 
sono stati purificati per cristallizzazione da EtOH. 
 
2-Fenilpirazolo[1,5-a]chinazolin-5(4H)-one 44. Resa 98%; p.f.>300 °C. let. rif n. 34: p.f. 315 
°C. IR (nujol, cm-1): 3140, 3078, 1676, 1607, 1136, 750. 1H NMR (200 MHz, DMSO-d6, δ 
ppm): 6.38 (s, 1H, Ar-H); 7.39-7.54 (m, 4H, Ar-H); 7.87-7.99 (m, 3H, Ar-H); 8.13-8.18 
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(m, 2H, Ar-H); 12.34 (bs exch., 1H, NH). Anal. Calcd. for C16H11N3O: C, 73.55; H, 4.24; 
N, 16.08. Trovata: C, 73.65; H, 4.17; N, 16.01. 
3-(4-Clorofenil)pirazolo[1,5-a]chinazolin-5(4H)-one 45. let. rif n. 35: Resa 98%; p.f.>300 °C. 
IR (nujol, cm-1): 3140, 3072, 1676, 1614, 1095, 753. 1H NMR (200 MHz, DMSO-d6, δ 
ppm): 7.44-7.65 (m, 5H, Ar-H); 7.87-7.96 (m, 1H, Ar-H); 8.12-8.20 (m, 3H, Ar-H); 12.19 
(bs exch., 1H, NH). Anal. Calcd. for C16H10N3ClO: C, 64.98; H, 3.41; N, 14.21. Trovata: 
C, 65.12; H, 3.49; N, 14.06. 
3-Fenilpirazolo[1,5-a]chinazolin-5(4H)-one 46. let. rif n. 35: Resa 95%; p.f. 260-262 °C. IR 
(nujol, cm-1): 3174, 3078, 1672, 1611, 1115, 750. 1H NMR (200 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 
7.28-7.62 (m, 6H, Ar-H); 7.87-7.96 (m, 1H, Ar-H,); 8.13-8-20 (m, 3H, Ar-H); 12.12 (bs 
exch., 1H, NH). Anal. Calcd. for C16H11N3O: C, 73.55; H, 4.24; N, 16.08. Trovata: C, 
73.42; H, 4.21; N, 15.99. 
 
Procedura generale per la sintesi dei derviati 5-(N,N-dialchilaminoalcossi)-2-
fenilpirazolo[1,5-a]chinazolina 25-27, e 5-(N,N-dialchilaminoalcossi)-3-
fenilpirazolo[1,5a]chinazolina 28-30.  
Ad una soluzione dei derivati 44-46 (0.0010 moli) in 10 ml di DMF anidra, viene 
aggiunto 0.0044 g di NaH (0.0011 moli, 60% di dispersione in olio minerale) e la 
miscela di reazione è lasciata in agitazione fino alla scomparsa dello sviluppo di H2. Si 
aggiunge poi goccia a goccia (0.0010 moli) dell’opportuno 
dialchilamminoalchilcloruro e si mantiene la reazione in agitazione a t.a.  Al termine il 
solvente viene evaporato a p.r. e il residuo ottenuto triturato con acqua e ghiaccio ed 
estratto con CHCl3. Dopo essiccamento con MgSO4, l’evaporazione del solvente 
organico fornisce i  derivati 25-30 nel grado di purezza desiderato (> 95%). I prodotti 
sono stati caratterizzati come cloridrati, ottenuti mediante trattamento con etanolo 
cloridrico in etanolo assoluto.  
 
5-(2-Dimetilaminoetossi)-2-fenilpirazolo[1,5-a]chinazolina idrocloride 25. Resa 63 %, p.f. 
251-253 °C. IR (nujol, cm-1): 3105, 2464, 1672, 1600, 756. 1H NMR (200 MHz, DMSO-d6, 
δ ppm): 2.91 (s, 6H, 2CH3); 3.27-3.51 (m, 2H, CH2); 4.51 (t, 2H, J=6.9 Hz, CH2); 7.14 (s, 
1H, Ar-H); 7.43-7.58 (m, 4H, Ar-H); 7.91-8.01 (m, 3H, Ar-H); 8.18-8.22 (m, 2H, Ar-H,); 
10.20 (bs exch., 1H, NH+). Anal. Calcd. for C20H21ClN4O: C, 65.12; H, 5.74; N, 15.19. 
Trovata: C, 64.97; H, 5.81; N, 15.06.  
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5-(2-Dietilaminometossi)-2-fenilpirazolo[1,5-a]chinazolina idrocloride 26. Resa 61 %, p.f. 
241-243 °C. IR (nujol, cm-1): 3092, 2409, 1672, 1597, 760. 1H NMR (200 MHz, DMSO-d6, 
δ ppm): 1.27 (t, 6H, J=7.1 Hz, 2CH3); 3.28-3.35 (m, 4H, 2CH2); 3.45-3.53 (m, 2H, CH2); 
4.54 (t, 2H, J=7.4 Hz, CH2); 7.20 (s, 1H, Ar-H); 7.45-7.59 (m, 4H, Ar-H); 7.92-8.02 (m, 
3H, Ar-H); 8.20-8.24 (m, 2H, Ar-H); 10.40 (bs exch., 1H, NH+). Anal. Calcd. for 
C22H25ClN4O: C, 66.57; H, 6.35; N, 14.12. Trovata: C, 66.42; H, 6.41; N, 13.99. 
5-(2-Dimetilamino-1-propossi)-2-fenilpirazolo[1,5-a]chinazolina idrocloride 27. Resa 63 %, 
p.f. 222-224 °C. IR (nujol, cm-1): 3057, 2675, 1665, 1600, 1258, 746. 1H NMR (200 MHz, 
DMSO-d6, δ ppm): 2.15-2.19 (m, 2H, CH2); 2.72 (s, 6H, 2CH3); 3.16-3.24 (m, 2H, CH2); 
4.20 (t, 2H, J=6.7 Hz, CH2); 7.00 (s, 1H, Ar-H); 7.39-7.56 (m, 4H, Ar-H); 7.89-8.01 (m, 
3H, Ar-H); 8.18-8.22 (m, 2H, Ar-H); 10.31 (bs exch., 1H, NH+). Anal. Calcd. for 
C21H23ClN4O: C, 65.87; H, 6.05; N, 14.63. Trovata: C, 65.76; H, 6.11; N, 14.74.  
5-(2-Dimetilaminoetossi)-3-fenilpirazolo[1,5-a]chinazolina idrocloride 28. Resa 70 %, p.f. 
210-212 °C. IR (nujol, cm-1): 3057, 2573, 1620, 1610, 1303, 753. 1H NMR (200 MHz, 
DMSO-d6, δ ppm): 2.91 (s, 6H, 2CH3); 3.69-3.79 (t, 2H, CH2); 4.97 (t, 2H, J=7.1 Hz, 
CH2); 7.21-7-28 (m, 1H, Ar-H); 7.40-7.47 (m, 2H, Ar-H); 7.59-7.67 (m, 1H, Ar-H); 7.98-
8.13 (m, 3H, Ar-H); 8.31-8.45 (m, 2H, Ar-H); 8.59 (s, 1H, Ar-H); 10.52 (bs exch., 1H, 
NH+). Anal. Calcd. for C20H21ClN4O: C, 65.12; H, 5.74; N, 15.19. Trovata: C, 65.31; H, 
5.61; N, 14.94.  
5-(2-Dietilaminoetossi)-3-fenilpirazolo[1,5-a]chinazolina idrocloride 29. Resa 66 %, p.f. 202-
204 °C. IR (nujol, cm-1): 3064, 2655, 1620, 1603, 1306, 750.1H NMR (200 MHz, DMSO-d6, 
δ ppm): 1.29 (t, 6H, J=7.2 Hz, 2CH3,); 3.25-3.31 (m, 4H, 2CH2); 3.73-3.77 (m, 2H, CH2); 
4.98 (t, 2H, J=6.9 Hz, CH2); 7.21-7.28 (m, 1H, Ar-H); 7.40-7.48 (m, 2H, Ar-H); 7.59-7.67 
(m, 1H, Ar-H); 7.97-8.12 (m, 3H, Ar-H); 8.28-8.35 (m, 2H, Ar-H); 8.59 (s, 1H, Ar-H); 
10.62 (bs exch., 1H, NH+). Anal. Calcd. for C22H25ClN4O: C, 66.57; H, 6.35; N, 14.12. 
Trovata: C, 66.48; H, 6.31; N, 13.97. 
5-(2-Dimetilamino-1-propossi)-3-fenilpirazolo[1,5-a]chinazolina idrocloride 30. Resa 61 %, 
p.f. 220-222 °C. IR (nujol, cm-1): 3060, 2614, 1620, 1603, 1313, 763. 1H NMR (200 MHz, 
DMSO-d6, δ ppm): 2.30-2.40 (m, 2H, CH2); 2.84 (s, 6H, 2CH3); 3.18-3.47 (m, 2H, CH2); 
4.70 (t, 2H, J=5.8 Hz, CH2); 7.21-7.28 (m, 1H, Ar-H); 7.42-7.49 (m, 2H, Ar-H,); 7.60.7.67 
(m, 1H, Ar-H); 7.98-8.14 (m, 3H, Ar-H); 8.24-8.36 (m, 2H, Ar-H); 8.59 (s, 1H, Ar-H); 
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10.31 (bs exch., 1H, NH+). Anal. Calcd. for C21H23ClN4O: C, 65.87; H, 6.05; N, 14.63. 
Trovata: C, 65.69; H, 6.11; N, 14.56.  
 
Procedura generale per la sintesi dei derivati 5-(N,N-dialchilaminoalcossi)-3-(4-
sostituitofenil)pirazolo[1,5a]chinazolinici 31-33.   
Ad una quantità pari a 0.00062 moli dell’opportuno derivato pirazolo 
[1,5a]chinazolin-5(4H)-one in 20 ml di THF anidro, si aggiungono 0.0013 moli di PPh3 
(0.340g) mantenendo la miscela di reazione in agitazione a t.a. per 5 minuti. Si 
aggiungono poi 0.0012 moli di DEAD in 2 ml di THF anidro e si lascia la miscela in 
agitazione per 15 minuti. Infine si aggiungono 0.00063 moli dell’opportuno 
dialchilaminoalcol in 2 ml dello stesso solvente. La miscela viene lasciata in agitazione 
per 16h. Le a.m. vengono portate a secco e il residuo viene ripreso con H2O ed estratto 
con CHCl3. Dopo essiccamento su MgSO4 l’evaporazione del solvente organico a p.r. 
fornisce i derivati 31-33 nel grado di purezza desiderato (> 95%). I composti sono stati 
caratterizzati come sali cloridrati ottenuti per trattamento con etanolo cloridrico in 
etanolo assoluto. 
 
3-(4-Clorofenil)-5-(2-dimetilaminoetossi)pirazolo[1,5-a]chinazolina idrocloride 31. Resa 67 %, 
p.f. 225-227 °C. IR (nujol, cm-1): 3085, 2600, 1627, 1607, 1303, 750. 1H NMR (200 MHz, 
DMSO-d6, δ ppm): 2.95 (s, 6H, 2CH3); 3.68-3.77 (m, 2H, CH2); 4.98 (t, 2H, J=4.9 Hz, 
CH2); 7.48-7.52 (m, 2H, Ar-H); 7.63-7.71 (m, 1H, Ar-H); 8.02-8.18 (m, 3H, Ar-H); 8.34-
8.43 (m, 2H, Ar-H); 8.64 (s, 1H, Ar-H); 10.12 (bs exch., 1H, NH+). Anal. Calcd. for 
C20H20Cl2N4O: C, 59.56; H, 5.00; N, 13.89. Trovata: C, 59.49; H, 5.15; N, 13.81.  
3-(4-Clorofenil)-5-(2-dietilaminoetossi)pirazolo[1,5-a]chinazolina idrocloride 32. Resa 68 %, 
p.f.>300 °C. IR (nujol, cm-1): 3071, 2573, 1624, 1607, 1303, 746. 1H NMR (200 MHz, 
DMSO-d6, δ ppm): 1.28 (t, 6H, J=7.2 Hz, 2CH3); 3.26-3.33 (m, 4H, 2CH2); 3.67-3.75 (m, 
2H, CH2); 5.01 (m, 2H, J=4.5 Hz, CH2); 7.48-7.52 (m, 2H, Ar-H); 7.64-7.71 (m, 1H, Ar-
H); 8.02-8.18 (m, 3H, J=7.2 Hz, Ar-H); 8.29-8.38 (m, 2H, Ar-H); 8.59 (s, 1H, Ar-H); 10.19 
(bs exch., 1H, NH+). Anal. Calcd. for C22H24Cl2N4O: C, 61.26; H, 5.61; N, 12.99. 
Trovata: C, 61.36; H, 5.54; N, 13.05. 
3-(4-Clorofenil)-5-(2-dimetilamino-1-propossi)pirazolo[1,5-a]chinazolina idrocloride 33. Resa 
73 %, p.f. 241-243 °C. IR (nujol, cm-1): 3066, 2590, 1647, 1610, 1311, 763. 1H NMR (200 
MHz, DMSO-d6, δ ppm): 2.28-2.39 (m, 2H, CH2); 2.83 (s, 6H, 2CH3); 3.33-3.41 (m, 2H, 
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CH2); 4.70 (t, 2H, J=5.6 Hz, CH2); 7.49-7.53 (m, 2H, Ar-H); 7.61-7.69 (m, 1H, Ar-H); 
8.00-8.18 (m, 3H, Ar-H); 8.24-8.37 (m, 2H, Ar-H); 8.59 (s, 1H, Ar-H); 10.32 (bs exch., 
1H, NH+). Anal. Calcd. for C21H22Cl2N4O: C, 60.44; H, 5.31; N, 13.43. Trovata: C, 60.25; 
H, 5.26; N, 13.59. 
 
Procedura generale per la sintesi dei derivati 5-cloro-2-fenilpirazolo[1,5-
a]chinazolin-5(4H)-one 47 e 5-cloro-3-(4-sostituitofenil)pirazolo[1,5-a]chinazolin-
5(4H)-one 48-49.  
Una soluzione dell’appropriato fenilpirazolo[1,5-a]chinazolin-5(4H)-one 37-41 (0.001 
moli) in  3 ml di PhPOCl2, viene scaldata a 180°C per 4h, sotto agitazione e in 
ambiente privo di umidità. Dopo raffreddamento, l’eccesso di reagente viene 
decomposto per addizione di ghiaccio e acqua; la sospensione acquosa ottenuta viene 
neuralizzata con ammoniaca concentrata. Precipita un solido costituito dai derivati 47-
49 che risultano sufficientemente puri da essere utilizzati come tali nella reazione 
successiva. Un campione analitico viene ottenuto per cristallizzazione da EtOH. 
 
5-Cloro-2-fenilpirazolo[1,5-a]chinazolin-5(4H)-one 47. Resa 99 %; p.f. 137-139 °C. IR 
(nujol, cm-1): 3126, 1614, 1556, 1269, 760. 1H NMR (200 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 7.42 
(s, 1H, Ar-H); 7.45-7.58 (m, 3H, Ar-H); 7.71-7.78 (m, 1H, Ar-H); 8.09-8.17 (m, 3H, Ar-
H); 8.26-8.31 (m, 1H, Ar-H); 8.59-8.53 (m, 1H, Ar-H). Anal. Calcd. for C16H10ClN3: C, 
57.84; H, 4.85; N, 20.24. Trovata: C, 57.97; H, 4.92; N, 20.35. 
5-Chloro-3-(4-clorofenil)pirazolo[1,5-a]chinazolin-5(4H)-one 48. Resa 88 %; p.f. 208-210 °C. 
IR (nujol, cm-1): 3106, 1614, 1597, 1273, 1190, 760. 1H NMR (200 MHz, DMSO-d6, δ 
ppm): 7.53-7.91 (m, 3H, Ar-H); 8.09-8.13 (m, 3H, Ar-H); 8.28-8.31 (m, 1H, Ar-H); 8.44-
8.47 (m, 1H, Ar-H); 8.77 (s, 1H, Ar-H). Anal. Calcd. for C16H9Cl2N3: C, 59.45; H, 5.61; 
N, 13.00. Trovata: C, 59.38; H, 5.68; N, 13.13. 
5-Cloro-3-fenilpirazolo[1,5-a]chinazolin-5(4H)-one 49. Resa 99 %; p.f. 180-182 °C. IR 
(nujol, cm-1): 3147, 1603, 1563, 1269, 1142, 756. 1H NMR (200 MHz, DMSO-d6, δ ppm): 
7.31-7.46 (m, 5H, Ar-H); 8.10-8.14 (m, 2H, Ar-H); 8.29-8.33 (m, 1H, Ar-H); 8.45-8.49 (m, 
1H, Ar-H); 8.77 (s, 1H, Ar-H). Anal. Calcd. for C16H10ClN3: C, 68.70; H, 3.60; N, 15.02. 
Trovata: C, 68.82; H, 3.51; N, 15.11. 
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Procedura generale per la sintesi dei derivati di 5-(sostituitoalchilamino)-2-fenil-
pirazolo[1,5-a]chinazolina 34 e 35, e di 5-(sostituitoalchilamino)-3-(4-       
sostituitofenil)pirazolo[1,5-a]chinazolina 36-41. 
Una miscela dell’appropriato derivato 5-cloro-fenilpirazolo[1,5-a]quiniolin-5(4H)-one 
50-54 (0.0012 moli) e dell’opportuna alchilamina (0.0024 moli) viene  irradiatia ad una 
temperatura di 80°C, con una pressione di 100 PSI e una potenza di 100 W per due 
minuti, usando allumina come supporto solido. Al termine, il grezzo di reazione viene 
sciolto in etanolo, filtrato sul filtro a pieghe per eliminare l’allumina ed evaporato a 
p.r. fornendo i composti 34-41 nel desiderato grado di purezza (> 95%). I composti 34-
41, sono stati caratterizzati come sali idrocloridici, ottenuti per trattamento con 
etanolo cloridico in etanolo assoluto.  
 
5-(2-Dietilaminoetilamino)-2-fenilpirazolo[1,5-a]chinazolina idrocloride 34. Resa 65 %, p.f. 
126-128 °C. IR (nujol, cm-1): 3296, 1665, 1620, 1313, 767. 1H NMR (200 MHz, DMSO-d6, 
δ ppm): 1.26 (t, 6H, J=7.8 Hz, 2CH3); 3.14-3.42 (m, 6H, 3CH2); 3.91-3.94 (m, 2H, CH2); 
6.68 (s, 1H, Ar-H); 7.35-7.55 (m, 4H, Ar-H); 7.89-8.03 (m, 3H, Ar-H); 8.30-8.50 (m, 2H, 
Ar-H); 8.68 (bs exch., 1H, NH); 10.45 (bs exch., 1H, NH+). Anal. Calcd. for C22H26ClN5: 
C, 66.40; H, 6.34; N, 15.49. Trovata: C, 66.51; H, 6.27; N, 15.58.  
5-(Imidazolil-1-propil)-2-fenilpirazolo[1,5-a]chinazolina idrocloride 35. Resa 61%, p.f. 210-
212 °C. IR (nujol, cm-1): 3092, 2723, 1658, 1620, 1313, 763. 1H NMR (200 MHz, DMSO-
d6, δ ppm): 2.17-2.28 (m, 2H, CH2); 3.53-3.58 (m, 2H, CH2); 4.34 (t, 2H, J=6.6 Hz, CH2); 
6.62 (s, 1H, Ar-H); 7.36-7.56 (m, 4H, Ar-H); 7.71 (s, 1H, Ar-H); 7.85-8.00 (m, 4H, Ar-H); 
8.26-8.48 (m, 3H, Ar-H, NH); 9.28 (s, 1H, Ar-H); 14.60 (bs exch., 1H, NH+). Anal. 
Calcd. for C22H21ClN6: C, 65.26; H, 5.23; N, 20.76. Trovata: C, 65.36; H, 5.19; N, 20.86. 
3-(4-Clorofenil)-5-(2-dimetilaminoetilamino)pirazolo[1,5-a]chinazolina idrocloride 36. Resa 
70 %, p.f. 284-286 °C. IR (nujol, cm-1): 3030, 2675, 1624, 1603, 1578, 750. 1H NMR (200 
MHz, DMSO-d6, δ ppm): 2.89 (s, 6H, 2CH3); 3.40-3.51 (m, 2H, CH2); 3.93-4.09 (m, 2H, 
CH2); 7.44-7.48 (m, 2H, Ar-H); 7.56-7.63 (m, 1H, Ar-H); 7.90-7.98 (m, 1H, Ar-H); 8.13-
8.42 (m, 5H, Ar-H); 8.56 (bs exch., 1H, NH); 10.02 (bs, 1H, NH+). Anal. Calcd. for 
C20H21Cl2N5: C, 59.71; H, 5.26; N, 17.41. Trovata: C, 59.88; H, 5.28; N, 17.32. 
3-(4-Clorofenil)-5-(2-dietilaminoetilamino)pirazolo[1,5-a]chinazolina idrocloride 37. Resa 62 
%, p.f. 268-270 °C. IR (nujol, cm-1): 3303, 2648, 1597, 1549, 753. 1H NMR (200 MHz, 
DMSO-d6, δ ppm): 1.22 (t, 6H, J=7.1 Hz, 2CH3); 3.20-3.31 (m, 4H, 2CH2); 3.39-3.51 (m, 
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2H, CH2); 3.99-4.12 (m, 2H, CH2); 7.44-7.48 (m, 2H, Ar-H); 7.55-7.63 (m, 1H, Ar-H); 
7.89-7.97 (m, 1H, Ar-H); 8.12-8.43 (m, 5H, Ar-H); 8.63 (bs exch., 1H, NH); 10.08 (bs 
exch., 1H, NH+). Anal. Calcd. for C22H25Cl2N5: C, 61.40; H, 5.86; N, 16.27. Trovata: C, 
61.23; H, 5.92; N, 16.33. 
3-(4-Clorofenil)-5-(2-dimetilaminopropil-1-amino)pirazolo[1,5-a]chinazolina idrocloride 38. 
Resa 60 %, p.f. 267-269 °C. IR (nujol, cm-1): 3242, 2586, 1597, 1549, 763. 1H NMR (200 
MHz, DMSO-d6, δ ppm): 2.09-2.20 (m, 2H, CH2); 2.76 (s, 6H, 2CH3); 3.15-3.25 (m, 2H, 
CH2); 3.65-3.75 (m, 2H, CH2); 7.45-7.61 (m, 3H, Ar-H); 7.87-7.95 (m, 1H, Ar-H); 8.14-
8.42 (m, 5H, Ar-H); 8.48 (bs, 1H, NH); 10.03 (bs exch., 1H, NH+). Anal. Calcd. for 
C21H23Cl2N5: C, 60.58; H, 5.57; N, 16.82. Trovata: C, 60.42; H, 5.65; N, 16.67. 
3-(4-Clorofenil)-5-(imidazolin-1-propil)pirazolo[1,5-a]chinazolina idrocloride 39. Resa 65 %, 
p.f. 148-150 °C. IR (nujol, cm-1): 3214, 2662, 1597, 1562, 756. 1H NMR (200 MHz, 
DMSO-d6, δ ppm): 2.27-2.38 (m, 2H, CH2); 3.63-3.66 (m, 2H, CH2); 4.38 (t, 2H, J=6.8 Hz, 
CH2); 7.41-7.46 (m, 2H, Ar-H); 7.53-7.61 (m, 1H, Ar-H); 7.69 (s, 1H, Ar-H); 7.87-7.95 (m, 
2H, Ar-H); 8.10-8.14 (m, 2H, Ar-H); 8.24-8.28 (m, 2H, Ar-H); 8.38-8.42 (m, 2H, Ar-H, 
NH); 9.22 (s, 1H, Ar-H); 14.36 (bs exch., 1H, NH+). Anal. Calcd. for C22H20Cl2N6: C, 
60.14; H, 4.59; N, 19.13. Trovata: C, 60.28; H, 4.52; N, 19.24. 
5-(2-Dietilamino)-3-fenilpirazolo[1,5-a]chinazolina idrocloride 40. Resa 63 %, p.f. 212-214 
°C. IR (nujol, cm-1): 3262, 2655, 1600, 1556, 1300, 767. 1H NMR (200 MHz, DMSO-d6, δ 
ppm): 1.26 (t, 6H, J=3.4 Hz, 2CH3); 3.13-3.24 (m, 4H, 2CH2); 3.40-3.45 (m, 2H, CH2); 
4.00-4.10 (m, 2H, CH2); 7.14-7.22 (m, 1H, Ar-H); 7.37-7.45 (m, 2H, Ar-H); 7.54-7.61 (m, 
1H, Ar-H); 7.89-7.96 (m, 1H, Ar-H); 8.08-8.12 (m, 2H, Ar-H); 8.26-8.30 (m, 1H, Ar-H); 
8.41-8.46 (m, 2H, Ar-H); 8.68 (bs exch., 1H, NH); 10.27 (bs exch., 1H, NH+). Anal. 
Calcd. for C22H26ClN5: C, 66.74; H, 6.62; N, 17.69. Trovata: C, 66.61; H, 6.53; N, 17.65.  
5-(Imidazolin-1-propil)-3-fenilpirazolo[1,5-a]chinazolina idrocloride 41. Resa 65 %, p.f. 156-
158 °C. IR (nujol, cm-1): 3064, 2723, 1600, 1559, 1303, 760. 1H NMR (200 MHz, DMSO-
d6, δ ppm): 2.30-2.42 (m, 2H, CH2); 3.61-3.72 (m, 2H, CH2); 4.39 (t, 2H, J=7.0 Hz, CH2); 
7.13-7.21 (m, 1H, Ar-H); 7.35-7.43 (m, 2H, Ar-H); 7.53-7.61 (m, 1H, Ar-H); 7.70 (s, 1H, 
Ar-H); 7.87-7.95 (m, 2H, Ar-H); 8.07-8.10 (m, 2H, Ar-H); 8.25-8.29 (m, 2H, Ar-H); 8.38-
8.42 (m, 2H, Ar-H, NH); 9.24 (s, 1H, Ar-H); 14.60 (bs exch., 1H, NH+). Anal. Calcd. for 
C22H21ClN6: C, 65.26; H, 5.23; N, 20.76. Trovata: C, 65.38; H, 5.27; N, 20.87. 
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